STRESZCZENIE

Biokonwersja substancji toksycznych jest aktualnym problem nowoczesnej
biotechnologii, toksykologii, mikrobiologii oraz enzymologii praktycznej. Wsrod takich
niebezpiecznych zwiazkoéw sa produkty przemystowej dziatalnosci cztowieka (ksenobiotyki)
oraz toksyczne metabolity, wytwarzane przez mikroorganizmy w trakcie procesow

biotechnologicznych.

Przyktadami takich substancji sa chromian (ksenobiotyk) oraz D-mleczan (naturalny

metabolit).

W niniejszej pracy badano potencjal wykorzystania niekonwencjonalnych,
termotolerancyjnych, metylotroficznych drozdzy Hansenula (Ogataea) polymorpha, jako
zrodto flawoprotein: flawocytochromu b, i dehydrogenazy D-mleczanu, do detoksykacji
D - mleczanu oraz chromianu. Enzymy te charakteryzujg si¢ absolutng stereospecyficznoscia
do substratu (L- lub D-mleczanu, odpowiednio), nie posiadajg natomiast, specyficznego

akceptora elektronow in vitro.

Jako zrodto enzymu dehydrogenazy D-mleczanu, drozdze H. polymorpha moga
postuzy¢ do specyficznego rozktadu tego metabolitu, bedacego zwigzkiem potencjalnie
szkodliwym dla oso6b z grupy zwigkszonego ryzyka. Drozdze rekombinowane, zdolne do
nadsyntezy enzymu, moga by¢ tanig alternatywa dla konstruowania bioreaktorow
komorkowych do biorozktadu D-mleczanu. Wykorzystanie do tego celu komoérek szczepu
rekombinowanego tr6 drozdzy H. polymorpha (zywych oraz permabilizowanych,
liofilizowanych), ze =zwigkszong syntezg dehydrogenazy D-mleczanu i pozbawione
aktywnosci oksydacyjnej wzgledem L-mleczanu, umozliwito oksydacyjna detoksykacje D-

mleczanu z wydajno$cia 9 mM - h™.

D-mleczan to takze prekursor, stosowany w wielu syntezach. Synteza tej odmiany
enancjomerycznej kwasu mlekowego, w postaci czystej, jest nieporéwnalnie kosztowna.
Rozwigzaniem tego problemu, moze okaza¢ si¢ wykorzystanie metody enzymatycznej do
specyficznego rozktadu L-odmiany enancjomeru zawartego w racemacie, bez zmiany D-
izomeru. Zastosowanie oczyszczonego flawocytochromu b, z drozdzy H. polymorpha
umozliwiato otrzymanie D-mleczanu z racematu na drodze utleniania L-mleczanu, ktory jest

specyficznym substratem dla wykorzystanego enzymu.

Ze wzgledu na lokalizacje wewnatrzkomérkowa obu enzymdéw (mitochondria),

oczyszczanie i zastosowanie ich w czystej postaci jest utrudnione. Z tego powodu, wcigz



aktualnym jest problem nadsyntezy tych enzyméw za pomocg alternatywnych systemow
ekspresyjnych, oraz zastosowanie podjes¢ inzynierii biatkowej w celu modyfikacji biatek,

utatwiajacych ich izolacj¢ i1 oczyszczanie.

W tym celu, wykorzystano w pracy eukariotyczne i prokariotyczny system

ekspresyjny do syntezy tych enzymow.

Zastosowano system, oparty na drozdzach Saccharomyces cerevisiae, dla syntezy
bialka fuzyjnego, skladajacego si¢ z potaczenia biatka yEGFP (,,Yeast Enhanced Green
Fluorescent Protein”), dehydrogenazy D - mleczanu z drozdzy Hansenula polymorpha oraz
znacznika (His)e-tag. Eksprymowane biatko fuzyjne jest zdolne do fluorescencji w
komorkach gospodarza ekspresyjnego, nie wykazuje, jednak, aktywnosci enzymatycznej,
charakterystycznej dla dehydrogenazy D - mleczanu.

Natomiast, eukariotycznego uktad sekrecyjny z uzyciem drozdzy Kluyveromyces lactis
dla ekspresji pochodzacej z drozdzy Hansenula polymorpha dehydrogenazy D-mleczanu

powoduje sekrecj¢ skroconej i nieaktywnej postaci enzymu.

Wykorzystanie prokariotycznego systemu ekspresyjnego opartego na bakteriach
Escherichia coli i wektorze plazmidowym z serii pET32a do IPTG-indukowanej ekspresji
drozdzowego ORF HpCYB2, kodujacego flawocytochrom by, daje w efekcie synteze tego
enzymu w postaci cial inkluzyjnych. Fuzja biatek znacznikowych - tioredoksyny (Trx),
(His)s-tag, S-tag z flawocytochromem b,, zachowuje aktywno$é¢ (16 J - mg™), enzymatyczna

tego biatka, po solubilizacji ciat inkluzyjnych w obecnosci 0,3% N-lauroilosarkozyny.

Do mikrobiologicznej bioremediacji chromianu zastosowano rekombinowane drozdze
H. polymorpha trl, wykazujace zwigkszong syntez¢ mitochondrialnej flawoproteiny,
flawocytochromu b,. Jak pokazaly doswiadczenia, enzym przyczynia si¢ do wyzszej
aktywno$ci bioremediacyjnej, wzgledem chromianu, drozdzy rekombinowanych w
poréwnaniu do szczepu drozdzy wyjSciowych, na bazie ktérych zostaty skonstruowane.
Szczep ten byt zdolny do wydajnej (100%) bioremediacji redukcyjnej 1 mM chromianu.
Natomiast, przy zastosowaniu czystej postaci enzymu, wykazano ze Cr(VI) moze
bezposrednio reagowa¢ ze zredukowang postacig FC by, dzieki niespecyficznosci tego
enzymu do akceptora elektronéow in vitro, co skutkuje powstawaniem formy Cr(lll).
Wyselekcjonowany barwnik o aktywnosci redoks, dichlorofenoloindofenol, znacznie

przyczynia si¢ do zwigkszonej aktywnos$ci bioremediacyjnej wzgledem chromianu zaré6wno



oczyszczonej postaci enzymu oraz komorek drozdzy H. polymorpha (zywych badz

permabilizowanych, liofilizowanych).

Wykazano ponadto, ze drozdze H. polymorpha trl posiadaja zdolnos¢ do
zewnatrzkomorkowej redukceji toksycznego chromianu i chelatacji chromu(Ill), czego
wynikiem bylo powstawanie biokompleksow Cr(Ill) w podiozu hodowlanym. Jak wykazata
analiza fizyko-chemiczna, wyizolowane biokompleksy Cr(Ill) sktadajg si¢ przynajmniej z
dwoch komponentow, w tym biatkowego. Wyraznie pochtaniajg $wiatlo w zakresie UV
posiadajgc piki absorbancji 275 i 325 nm oraz stabsze przy 580 i 975 nm. Biokompleksy te
fluoryzuja rowniez na zielono. Posiadajg takze wlasciwosci antyoksydacyjne (9,9 +2197J - g

1 Cr) w testach z ABTS i jonami zelaza(III).

Otrzymane bio-kompleksy Cr(Ill) wykazuja pozytywng biologiczng aktywno$¢ w
badaniach fizjologicznych z uzyciem szczuréw jako modelu badawczego: spowodowaly
obnizenie poziomu glukozy we krwi zwierzat, nie wykazujac dziatania toksycznego (w tescie

na aktywnos$¢ aminotransferaz ALAT i AST).



